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探 针 的 简易 方法 
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线粒体 DNA 限制 性 片段 长 度 多 态 性 (RFLP) 分 析 ， 已 被 广泛 地 应 a 
性 研究 ， 取 得 了 许多 有 意义 的 结果 。 线 粒 体 DNA RFLP 分 析 一 般 有 两 条 途径 ， 一 是 从 动物 组 织 中 提取 
mtDNA 后 ， 酶 切 ， 紫 外 灯 下 观察 或 放射 性 自 显影 ， 这 要 求 所 提取 的 mtDNA 量 足 够 多 ， 或 纯度 相当 
高 ， 二 是 将 基因 组 DNA 酶 切 后 ， 用 mtDNA 探 针 进行 Southern 杂交。 该 途径 不 需要 专门 提纯 
miDNA， 特 别 适合 于 微量 mtDNA 的 RFLP 分 析 ， 进行 Southern 杂交 分 析 。 关键 在 于 要 有 高 质量 的 探 
针 。 用 于 制备 探 针 的 mrDNA， 纯 度 要 求 较 高 ， 一 般 采 用 氢化 钨 密度 梯度 离心 或 制备 mtDNA 克隆 等 方 
法 获得 。 这 些 方法 、 不 仅 操作 步骤 繁 锁 ， 而 且 设 首 条 件 要 求 高 ， 在 一 般 实验 室 难 以 实施 。 

我 们 在 进行 鱼 类 mtDNA RFLP 分 析 时 ， 发 现 鱼 类 内 腑 和 肌肉 组 织 mtDNA 含量 较 低 ， 特 别 对 于 一 
些小 型 鱼 类 ， 能 获得 的 mtDNA 很 少 ， 无 法 进行 足够 的 酶 切 分 析 ， 但是， 从 鱼 类 卵巢 可 分 离 制备 较 多 的 
mtDNA， 经 进一步 电泳 纯化 后 ， 可 制 成 纯度 较 高 的 地 高 辛 标记 mtDNA 探 针 。 我 们 建立 了 一 种 利用 鲁 
鱼 孵 梨 组 织 制备 色 类 mtDNA 地 高 辛 标记 探 针 的 方法 “该 方 法 具有 了 简便、 经济 、 灵 敏 度 高 的 特点 。 


1 材料 和 方法 
1.! 材料 

鲤鱼 (Crprinws curpio ) 购 自 昆明 市 圆 西 路 市 场 ， 取 其 钱 巢 组 织 、 称 重 - 
1.2 方法 
12.1 mtDNA 的 提取 参照 王 文 等 (1993， 改 进 的 方法 进行 。 
122 mtDNA 纯化 (1 用 98 的 琼脂 精 凝 胶 检 测 提取 的 mtDNA。 若 无 严重 的 核 DNA 污染 ， 继 续 下 
一 步 工作 。{2) 加 入 RNaseA， 使 终 浓度 为 40 ie ,ml，37 艺 作用 2 一 3 h， 加 入 ! “2 体积 饱和 栈 ， 室温 下 
手 播 振 落 15 mln， 加 与 酚 等 体积 的 气 仿 异 戊 醇 124 ; 1) 充分 混 匀 ，120u0 f/min 离心 10 min: 取水 
相 ， 加 入 1 10 体积 s mol' L NaCl. 2 倍 体积 无 水 乙醇 ， 混 匀 。-20C 放 置 36 以 上 、]3000 7/ mm 离 
心 10 mn: 用 70% 冷 乙醇 洗涤 沉淀 ，12000 了 min 离心 8 mm 37C 充分 干 媒 、 加 适量 TE 溶解 ， 
12.3 mtDNA 单 切 点 酶 酶 解 ”选择 在 鲤鱼 mtDNA 上 只 有 一 个 切 点 的 酌 ，Pswr I 。 将 mtDNA 分 装 至 
Eppendorf 管 中 ， 加 入 Pr Ttlum lung) 和 相应 的 缓冲 液 ，37f 消化 6 一 8 h。 
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1.2.4 mtDNA 的 进一步 纯化 ”制备 琼脂 和 粮 紫 上 胶 .0.8%)， 在 距 点 样 孔 1.5 cm 左右 的 位 置 ， 控 出 一 宽 为 
1 em 去 碍 的 琼脂 精 块 ， 倒 入 低 炊 点 琼 蕴 精 凝 胶 (0 8%1， 每 个 点 样 孔 加 入 20 4 的 酶 切 mtDNA，1.5 
V ,cm 电压 ， 电 泳 12 一 16 h。 紫 外 灯 下 检测 、 当 发 现 mtDNA 进入 低 熔 点 琼脂 糖 后 ， 凉 止 电 泳 ” 和 紫外 灯 
下 切 下 售 mtDNA 的 长 熔点 琼脂 糖 凝 胶 ， 加 入 适量 TE， 使 总 体积 为 500 Kl。69 人 水 滩 15 min， 熔 化 琼 
脂 精 ， 加 入 500 以 饱和 酚 ， 迅 速 摇动 ， 室 蜗 下 振 划 15 min，12000 fc min 离心 10 min。 取 水 相 ， 加 入 
500 凡 氨 优 - 异 成 醇 (24 : 1》， 振 葛 10 min，12000 5 min， 离 心 8 min。 取 水 相 ， 加 入 17 10 体积 5 
mol. L NH,Ac、2 倍 体积 无 水 乙醇 . - 70C 放置 1 h 以 上 ，12000 ry min， 离 心 8 min，375 充分 干 
燥 ， 加 入 适量 TE 溶解 。 
1.25 mtDNA 的 双 酶 解 ” 选 择 在 鳃 鱼 mtDNA 上 共 具 有 12 个 切 点 ， 且 所 切片 有 侦 大 小 较为 一 致 的 两 种 
酶 ，Hind 开 、Hue 了 于 ， 对 纯化 后 的 mtDNA 进行 双 醇 解 。 沉 淀 回收 醉 解 产物 。 
126 mtDNA 的 地 高 辛 标记 和 和 Southern 杂交 分 析 ”地 高 六 标记 检测 试剂 颌 、 尼 龙 醒 均 购 自 
Boebhringer -Mannhem 公司 ， 限 制 性 内 切 酶 EcoR VW 购 自 华美 生物 公司 。 标 记 和 检测 操作 按 该 公司 的 核 
酸 标 记 和 检测 试剂 傅 中 推荐 的 方法 进行 ， 


2 结果 与 讨论 


鲫鱼 、 宜 宾 铅 ! enoeyprrs jangiY、 草 鱼 (Cienopharyngodon widellus}、 银 鳃 (X. argentea)}、 湖 北 圆 
只 钢 (Divvwechadun haepeincnsis) 基 因 组 DNA 利 mtDNA， 经 EoRYW 酶 切 后 ， 与 鲤鱼 地 高 六 标记 
mIDNA 进行 Southemrn 杂交 后 .得 到 图 谱 如 图 1， 





1 2345 67B9 
] 五 种 鱼 基 因 组 DNA 和 mtDNA 经 EcoRY 消化 后 ，Southern 杂交 图 谱 

Fig] Suvuthern blot patterns of gecnomic DNA and mtDNA in five species of fish digested by EcoRYV 

1!: 湖北 圆 吻 铅 基因 组 DNA(GDNA of P hwpernensis)，2: 银 锣 线 粒 体 DNAImtDNA of argenreah 

1:， 银 馈 基因 组 DNAIGDNA of Et argvnteaf 4 草鱼 基因 组 DRNALGDNA of C, 1dellus) 

5， 宜 宾 锣 mtDNAUmtDNA of 4 jong 56， 宜宾 是 基因 组 DNAIGDNA of .fangilt 


; 鲁 miIDNA(nrtDNA of Cecurpiv): 8， 鳃 基 国 组 DNA(GDNA of C carpiol; 
9: DNA EoR!| Hnall- 
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基因 组 DNA 与 相应 鱼 种 mIDNA 酶 切 后 的 杂交 图 谱 完 全 一 致 、 且 背景 小 ， 说 明 所 制备 的 探 针 ， 不 
仅 在 鲁 科 鱼 类 具有 通用 性 、 而 且 纯 度 高 。 

EcvRV 在 鲁 mtDNA 无 切 点 ， 但 在 宜宾 是 、 草 鱼 、 银 项 、 和 潮 北 圆 唤 晴 mtDNA 上 均 有 两 个 切 点 ， 
分 别 芒 成 14.67 和 1.9 kb，15.92 和 0 6s kb、13 37 和 3.2 kb，13.2? 和 3.3 kb 两 个 片段 。 

制备 miDNA 探 针 ， 首 先 必须 得 到 大 量 的 mIDNA， 并 尽量 减少 核 DNA 的 污染 。 不 同 的 动物 组 织 
mtDNA 含量 和 酶 系统 的 活性 很 不 相同 、 因 此 选择 适当 的 组 织 ， 对 于 得 到 大 量 m1IDNA 和 减少 护 DNA 
污染 至 关 重 要 。 在 鱼 类 ， 和 作者 发 现 卵 巢 组织 ， 不 仅 miDNA 含量 高 ， 而 且 在 提取 mtDNA 过 程 中 ， 不 易 
受到 核 DNA 的 污染 . 

鱼 类 mtDNA 与 其 他 疹 椎 动物 mDNA --- 样 ， 为 共 价 闭合 环 状 。 能 形成 超 蜡 旋 结 构 ， 在 电泳 时 、 常 
分 开 为 两 条 带 ， 这 给 低 熔 点 琼脂 糟 回收 带 来 一 定 困 难 。 我 们 选择 在 鲤鱼 mtDNA 上 只 有 一 个 切 点 的 酶 
Psi T， 将 其 酶 解 成 线 状 ， 在 回收 时 、 线 状 mtDNA 被 压缩 成 一 条 很 窄 的 带 ， 这 不 仅 给 纯化 回收 带 来 方 
便 ， 而 县 提高 了 加 收 率 ， 在 轩 低 过 点 萄 脂 镭 回收 的 mtDNA 中 、 微 量 低 人 熔点 琼 及 糖 的 存在 ， 对 后 续 的 标 
记 反 应 具有 很 大 的 抑制 作用 、 因 此， 在 回收 过程 中 .加 入 人 栈 前 ， 一 定 要 等 到 低 熔 点 琼脂 糖 完 全 深化， 
加 入 莱 酚 后 应 快速 上 下 摇动 ， 以 使 其 能 在 隆 间 变 为 极 细 的 粉末 状 ， 并 尽 可 能 避免 低 熔点 琼脂 糖 的 吸入 、 

在 标记 反应 中 ，DNA 分 子 要 得 到 有 效 标记 ， 必 须 为 线 状 . 并 且 片 段 太 小 在 100 一 1000 bp 之 间 。 大 
于 10 kb 的 片段 难以 标记 上 .在 鲤鱼 的 mtDNA 上 、，Hindl[ 和 ffae 卫 能 将 其 切 感 12 个 较为 均一 的 片 
段 。 我 们 选择 这 西 种 酶 对 鲤鱼 miDNA 进行 酶 解 后 ， 再 进行 标记 ， 为 得 到 高 质量 的 鱼 类 mtDNA 地 高 辛 
标记 探 针 提供 了 保证 - 
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